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SEZNAM ZKRATEK

AP (alkaline phosphatase) — alkalicka fosfataza

bp (base pairs) — par bazi

Cas (CRISPR-associated) — pridruzeny ke CRISPR

coA (cyclic oligoadenylat) — cyklicky oligoadenylat

CK GMO - Ceska komise pro nakladani s geneticky modifikovanymi organismy

a genetickymi produkty

CP (coat protein) — obalovy protein
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) — shluk

pravidelné rozmisténych kratkych palindromatickych repetic

crRNA (CRISPR RNA) — CRISPR RNA

DNA (deoxyribonucleic acid) — deoxyribonukleova kyselina

DSB (double-strand break) — dvouretézcovy zlom

dsDNA (double-stranded DNA) — dvouretézcova DNA

dsRED (discosoma red fluorescent protein) — Cerveny fluorescencni protein

Discosoma sp.

GM (genetic modification) — geneticka modifikace

GMO (genetically modified organism) — geneticky modifikovany organismus
gRNA (guide RNA) — navadéci RNA

HB (helix bridge) — Sroubovity most

HD doména (histidine-aspartic domain) — histidin-aspartatova doména

HUH (histidine-nonpolar residue-histidine motif) — histidin-nepolarni zbytek-

histidin motiv

HUH-tag (HUH endonuclease) — HUH endonukleaza

iap (isozyme of alkaline phosphatase) — izoenzym alkalické fosfatazy
kb (kilobase) — kilobaze

LIR (long intergenic region) — dlouha intergenni oblast

MP (movement protein) — pohybovy protein



MRNA (messenger RNA) — informacni RNA

NBT (new breeding techniques) — nové techniky Slechténi

NUC (nuclease) — nukledzovy

ORF (open reading frame) — otevieny &teci ramec

PAM (protospacer adjacent motif) — prilehly protospacerovy motiv
PCR (polymerase chain reaction) — polymerazova retézova reakce

Pl doména (PAM-interacting domain) — doména interagujici s PAM
pre-crRNA (pre-CRISPR RNA) — primarni CRISPR RNA

RAMP (repeat-associated mysterious protein) — necharakterizovany s

CRISPR repeticemi asociovany protein

RCR (rolling-circle replication) — replikace otacivé kruznice

REC (recognition) — rozpoznavaci

Rep (replication protein) — replikacni protein

RNA (ribonucleic acid) — ribonukleova kyselina

RRM (RNA recognition motif) — RNA rozpoznavajici motiv

RT-PCR (reverse transcription PCR) — reverzni transkripce PCR

sgRNA (single-guide RNA) — samostatna navadéci RNA

shRNA (short hairpin RNA) — kratka vlasenkova RNA

SIR (short intergenic region) — kratka intergenni oblast

SRSR (short regularly spaced repeats) — kratké pravidelné rozmisténé repetice
ssDNA (single-stranded DNA) — jednovlaknova DNA

TALEN (transcription aktivator-like effector nuclease) — transkripci aktivované

efektoroveé nukleazy

T-DNA (transfer DNA) — pfenosova DNA

Ti (tumor inducing) — tumor indukujici

Tracr RNA (transactivating CRISPR RNA) — transaktivujici CRISPR RNA
VURV, v. v. i. — Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby

WDV (wheat dwarf virus) — virus zakrslosti pSenice

WDV-H (WDV-hordeum) — kmen WDV je€mene

WDV-W (WDV-wheat) — kmen WDV pSenice

ZFN (zinc finger nuclease) — nukleaza zinkového prstu
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vvvvvv

hospodarska zvirata. Jejich celkovy podil na lidské vyzivé je odhadovan
na 60 az 70 %. Psenice je nejvyznamnéjsi plodinou zajistujici vyzivu ve svéte,
jeémen je pak &tvrtou nejvyznamnéjsi plodinou. V Ceské republice byly obiloviny
v roce 2019 péstovany na 1 272 357 ha, z toho pSenice na 839 406 ha a jeCmen
na 319 583 ha.

V pribéhu rustu jsou obilniny napadany nejriznéjSimi patogeny, z nichz
zakrslosti pSenice (wheat dwarf virus — WDV). Taxonomicky je WDV fazen
do rodu Mastrevirus z &eledi Geminiviridae. Celed Geminiviridae tvofi velka
skupina rostlinnych virl s jednovlaknovou DNA (single-stranded DNA — ssDNA)
napadajici Siroky okruh hostitell, které celosvétoveé zpuUsobuji velké ztraty
na vynosu a kvalité produkce. Z dlivodu absence pfirozené genetické rezistence
je WDV rizikovym faktorem v produkci obilovin. Virus napada zastupce z Celedi
lipnicovitych (Poaceae) predevsim psenici ( Triticum) a jeCmen (Hordeum), dale
pak triticale (Triticosecale), zito (Secale) a oves (Avena). Napadené rostliny
Zloutnou a zpomali svUj rGst. Virus zpUsobuje znacné ztraty obilovin
na vynosech, kterymi ohrozuje produkci rostlin. Ochrana rostlin se soustfedi
pouze na preventivni opatreni. Virus je pfenasen kriskem polnim (Psammotettix
alienus), kterému vyhovuje teplé a suché pocasi.

V souCasné dobé se ukazuje, ze jednou z moznosti, jak u rostlin ziskat
rezistenci kK WDV, je pouziti technologie genového inzenyrstvi CRISPR/Cas.
CRISPR/Cas je puvodné mechanismus adaptivni imunity prokaryotickych
organizmu skladajici se ze shluku pravidelné rozmisténych kratkych
palindromickych repetic (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats — CRISPR) a ke CRISPR pfidruzené (CRISPR-associated — Cas)
nukledzy. CRISPR je tvofen useky deoxyribonukleové kyseliny
(deoxyribonucleic acid — DNA) nazyvanymi spacery oddélenymi kratkymi
repeticemi. Tyto spacery pochazeji z viru nebo plazmidu, jejichz prvotni
napadeni bakterie prezila. Sekvence spaceru navadi protein Cas s nukleazovou

aktivitou na komplementarni useky virové DNA. Upraveny systém CRISPR/Cas

10



lze vyuzit keditaci rostlinného genomu a predpoklada se, ze lze vyuzit
i k vytvoreni rezistence proti virovym chorobam.

Pfipravené vektory jsou do rostlinnych bunék nejCastéji transformovany
bakterii Agrobacterium tumefaciens. A. tumefaciens je pfirozené se vyskytujici
patogenni bakterie schopna inkorporovat ¢ast své plazmidové DNA do genomu
rostlinné bunky. Této vlastnosti se vyuziva v genovém inzenyrstvi.

V experimentalni ¢asti bakalarské prace byly pomoci metody polymerazové
retézové reakce (polymerase chain reaction — PCR) analyzovany rostliny jarniho
je€mene (Hordeum vulgare, L.), odridy Golden Promise TO a T1 generace.
Rostliny byly transformovany vektory nesouci Cas9 a samostatnou navadéci
RNA (single guide RNA — sgRNA), komplementarni s usekem gent WDV CP,
MP, Rep. Detekovany byly expresni kazety, amplikony byly separovany pomoci

elektroforézy v 1% agardézovém gelu.
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2 CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

e \/ypracovani literarni reserse.

Je€men sety (Hordeum vulgare).

WDV a jeho dopady na zemédeélskou produkci obilovin.
Transformace rostlin pomoci (A. tumefaciens).

Technologie CRISPR/Cas a jeji vyznam v genovém inzenyrstvi.

Etické otazky a pravni statut GMO

Experimentalni ¢ast:

e Detekce expresni kazety v TO a T1 generaci rostlin jarniho je€mene

pomoci PCR.

Izolace DNA z rostlin jarniho jeCmene.
PCR, amplifikace useku expresni kazety kodujici sgRNA/CP,
sgRNA/MP, sgRNA/Rep.

Elektroforeticka separace DNA v 1% agar6zovém gelu.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 JeEmen

3.1.1 Zakladni charakteristika je€mene

Je€men predstavuje z botanického hlediska samostatny rod z Celedi
lipnicovitych (Poaceae). Tradiéni taxonomie jej odliSuje od ostatnich zastupcl
¢eledi, napriklad pritomnosti jednokvétych klasku vyrustajicich na vreteni (licho)
klasu vzdy po trojicich. Rod (Hordeum) plvodné zahrnoval zhruba 150 druhu,
av$ak s nastupem molekularné genetickych poznatk(l se pocet samostatnych
druhd snizil na 32 druhl, dohromady 45 taxonu. Jeémeny Ize podle poctu
chromozom rozdélit na diploidni (2n = 2x = 14), tetraploidni (4n = 4x = 28)
a hexaploidni (6n = 6x = 42). Kulturni odrtdy jeEmene tvofi jediny druh, jeEmen
sety (Hordeum vulgare), ktery je diploidni (2n = 2x= 14); podle usporadani klasu
rozliSujeme klas dvourady nebo Sestifady.

Historie jeCmene je pfimo spojena s pocatky zemeédélstvi na blizkém
vychodé (Von Bothmer et al., 2003). V souCasné dobé je jeCmen Ctvrtou
nejpéstovanéjsi plodinou na svété. Pfedkem kulturnich je€menl je Hordeum
spontaneum, divoka forma, ktera je velmi dobre adaptovana na sucho a nejméné
tolerantni na chladné podminky prostfedi. Z toho dlvodu dozrava dfive nez

ostatni divoké cereadlie (Willcox, 2005).

3.1.2 Kulturni formy je€mene

Je€men sety (Hordeum vulgare L.) (2n = 2x = 14), délime na nékolik convariet.
H. v. convar. vulgare — jeCmen sety, vicefady; u néj rozliSujeme dva typy:
Sestifady (hexastichon) a Ctyffady (tetrastichon) — se vsemi tfemi plodnymi
klasky. DalSi je H. v. convar. intermedium — je€men sety, pfechodny; prostredni
klasky plodné, postranni bud ¢aste¢né, nebo zcela sterilni. Treti H. v. convar.
distichon — jeCmen sety, dvourady; se tfemi klasky, jen stredni je plodny. Jecmen
dvourady dale délime na varietu nutans (je€men nici, hackujici), varietu erectum

(je€men vzpiimeny), varietu zeocrithon (jeCmen pavi) a varietu nudum (jemen
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nahy). Posledni convarietou je H. v. convar. labile — jeémen sety, rdznotvary;
s nestejnym pocétem plodnych klasku (Zimolka et al., 2006).

Jecmen je pro svou znaénou biologickou plasti¢nost schopen pfizpUsobit
se znaéné rozdilnym rustovym podminkam. Kratka vegetaéni doba, zvlast
nékterych forem je€mene, spolu s pomérné nizkymi meznimi teplotami jeho
pocatecénich rustovych fazi dovoluje jeho péstovani i v chladnéjsich podminkach
(Skladal et al., 1967).

3.1.3 Kultivar Golden Promise

Kultivar Golden Promise, je sladovnicky je€men, ktery byl vySlechtén
ve Skotsku; registrovan v roce 1968. Je to radiomutant vznikly ovlivnénim
kultivaru Maythorpe y-paprsky (Forster, 2002). Nese mutaci projevujici se ztratou
funkce jeémenného homologu (orthologu) pro gen ryze DENSE AND ERECT
PANICLE 1 (HvDEPT), genu koédujicim podjednotku heterotrimerického typu
G-proteinu AGG3, ktery reguluje prodluzovani stébla a velikost zrna (Wendt
et al.,, 2016). Kultivar Golden Promise je v soucasné dobe, diky vlastnostem
v in vitro nejpouzivanéjsSim genotypem pro transformace, pro rychle se rozvijejici
noveé techniky Slechténi (new breeding techniques — NBT). Tyto nové metody
upravy genomu jsou stale vice vyuzivany ve vyzkumu a slechténi zemedélskych
plodin (Kapusi et al., 2017).

3.1.4 Jeémen v Ceské republice

Celkovéa osevni plocha jarniho jeémene a ozimého jeémene roce 2019 v Ceské
republice &inila dle Gdajii Ceského statistického Gradu 319 583 ha. Z toho osevni
plocha jarniho jeémene 211 876 ha.
(https://vdb.czso.cz/vdbvo2/faces/cs/index.jst?page=vystup-
objekt&pvo=ZEM02A&z=T &f=TABULKA&skupld=3468&katalog=30840&pvo=2E
MO2A&evo=v533 | ZEM02A-2019 1).

Vyuziti jeCmene je mnohostranné. V soucasné dobé jeCmen délime dle

uzitkovych smérd na: sladovnicky, krmny, primyslovy, potravinarsky
a picninafsky. V podminkach Ceské republiky je jeémen vyuzivan ve sladovnictvi

a je vyznamnym krmivem pro monogastrickd zvifata. JeCmen ma také
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https://vdb.czso.cz/vdbvo2/faces/cs/index.jsf?paqe=vystup-

hypocholesterolemicky Ucinek, zejména pro obsah B-glukand, antioxidantd
a podil vldkniny. Jetmene je také vyuzivan pfi Slechténi novych druhd obilnin
napr. (tritordeum) (Zimolka et al., 2006).
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3.2 Virus zakrslosti pSenice

3.2.1 Zakladni charakteristika WDV

WDV je ekonomicky zavazny, floém limitovany, hmyzem pfenaseny virus
zafazeny do rodu Mastrevirus z Celedi Geminiviridae (Tholt et al., 2018).
Geminiviry, velka rodina rostlinnych DNA virl, zpUsobuji vazné ztraty vynosu
plodin s ekonomickymi dusledky, které ohrozuji celosveétovou dostupnost
potravin, zvlasté pak v malo rozvinutych oblastech jako je subsaharska Afrika
(Hanley-Bowdoin et al., 2013). Viry z celedi Geminiviridae maji dvojitou
ikosahedrickou strukturu kapsidy, ktera obaluje kruhovou ssDNA o délce mezi
2,3 a 3 kilobazi (kilobase — kb) (Obrazek 1). Replikace genomu Geminivirl
probiha bud replikaci otacivé kruznice (rolling-circle replication — RCR) pres
replikaéni formu dvouvldknové DNA (double-stranded — dsDNA), nebo
rekombinaci zprostfedkovanou replikaci (Gutierrez, 1999). Geminiviry nekdduji
svou viastni DNA polymerazu, misto toho reaktivuji S fazi bunééného cyklu
a vyuzivaji bunéény aparat pro replikaci vlastniho genomu (Hanley-Bowdoin
et al., 2000). Replikace virového genomu probiha v bunééném jadre (Gafni,
2003). Celed Geminiviridae se taxonomicky déli na 7 rodd (Begomovirus,
Mastrevirus, Curtovirus, Becurtovirus, Eragrovirus, Turncurtovirus
a Topocuvirus) na zakladé organizace genomu, hostitelského okruhu, hmyzich

vektorl a sekvencéni podobnosti genomu (Lapidot et al., 2014).

CP protein

Obr. 1. Morfologie virionu Celedi Geminiviridae
Prevzato z: https://Geminiviridae ~ ViralZone (expasy.org)/109

16


https://Geminiviridae

3.2.2 Patogenita WDV

WDV je schopen infikovat Siroky okruh hostitelt z Eeledi lipnicovitych (Poaceae)
v€etné ekonomicky vyznamnych obilnin zahrnujicich pSenici, jeémen, oves
a ryzi a divoké travy (Fuchs et al., 2000). Poprvé byl popsan Dr. Vacke
z byvalého Ceskoslovenska (Vacke, 1961). Nasledn& byl dikladn& popsan
v nékolika zemich. Z evropskych zemich se jedna o Némecko, Madarsko,
Francii, Finsko a Turecko (Koklu et al., 2007). Mimo Evropu pak v Tunisku (Najar
et al., 2000), Zambii (Kapooria and Ndunguru, 2004) a Ciné (Xie et al., 2007).
V Ceské republice byl z polnich vzorkd p$enice a jeémene potvrzen vyskyt dvou
kmenl WDV, z nichZ jeden je adaptovan na psenici (WDV wheat — WDV-W)
a jeden na jeCcmen (WDV hordeum — WDV-H) (Lindsten and Vacke, 1991).
Kmeny WDV infikujici p$enici i jeémen zpUsobuji vazné ztraty na vynosech;
pfirodni zdroje rezistence jsou omezené (Nygren et al., 2015). Oba kmeny WDV
(WDV-W a WDV-H) jsou pfi¢inami zakrslosti, mramorovani, pruhovani listd,
silného zakrnéni, a dokonce mohou zpUsobit az odumrfeni rostlin (hlavné
u pSenice, jeCmene a ovsa) (Lindsten and Vacke, 1991).

Poznatky souvisejici s WDV naznacuji, ze néktere izolaty prednostné infikuji
psenici, zatimco jiné pfednostné infikuji jeémen. To umoznilo definovat kmen
WDV-W a kmen WDV-H. V literatufe vSak existuji protichtUdné zavery tykajici
se schopnosti obou kmenlU infikovat svého nepreferovaného hostitele.
Pro zleps$eni znalosti o interakcich obou kment WDV s psenici a jeémenem byly
Dr. Isabelle Abt provedeny prenosové experimenty obou kmenu
zprostifedkované jedinci P. alienus identifikovanymi na zakladé pfitomnosti
specifickych genl. Vysledky experimentu ukazaly: (I) kmeny WDV jsou
prfenaseny se stejnou ucinnosti samci, samicemi a larvami P. alienus, (Il) WDV-
W a WDV-H kmeny nedokazi samostatné infikovat nepreferované druhy obilnin,
() funkeni prekrizeni mezi pseniénymi a jeémennymi kmeny dovoluje smisené

infekce pSenice a je€mene (Abt et al.,2020).
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3.2.3 Prenos WDV

WDV je prenasen mezirostlinami v perzistentnim, neaktivnim stavu (Brault
et al., 2010) prostfednictvim kfist z rodu Psammotettix. Jedna se o holarktické
druhy bézné se vyskytujici v obilnych polich a na pastvinach (Lindblad
and Areno, 2002). Vétsina publikovanych udaju oznacuje za hlavniho prenasece
WDV P. alienus (Obrazek 2, Obrazek 3) (Zhang et al., 2010), jehoz zivotni cyklus
byl dikladné studovan (Manurung et al., 2005). Nicméné WDV muze kromé

P. alienus prenaset i P. provincialis (Ekzayez et al., 2011).

Obr. 2. Kfisek polni (Psammotettix alienus) ¢ Imago
Prevzato z: https://truehopperswp.com/species/psammotettix-alienus #image-1
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Obr. 3. Krisek polni (Psammotettix alienus) & Imago
Prevzato z: https://truehopperswp.com/species/psammotettix-alienus #image-2

3.2.4 Genom WDV

Genom WDV (Obrazek 4) se sklada ze Ctyf otevienych ctecich ramcl (open
reading frame — ORF), spojenych do dvou oddélenych celku: virion-sense ORFs,
kodujici pohybovy protein (movement protein — MP) zapojeny do systémové
infekce a obalovy protein (coat protein — CP); complementary-sense ORFs,
koduijici replikacni proteiny (replication protein — Rep) RepA a RepB (Mullineaux
et al.,, 1990). Genom WDV obsahuje také dvé nekddujici sekvence; dlouhou
a kratkou intergenni oblast (LIR a SIR), které obsahuji sekvence dulezité
pro replikaci viru a pro regulaci genové exprese (Hofer et al., 1992). Dlouha
intergenni oblast (long intergenic region — LIR) a kratka intergenni oblast (short
intergenic region — SIR) jsou nejvice variabilnimi ¢astmi genomu (Schubert et al.,
2007).
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WDV

2747 bp

Obr. 4. Schéma genomu WDV
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3.2.5 Replikacni protein WDV

Doména Rep WDV je HUH endonukleaza (HUH endonuclease — HUH-tag)
(Lovendahl et al., 2017). Tyto proteiny byly identifikovany jak ve virovych
(Eisenberg et al., 1977) tak bakterialnich (llyina and Koonin, 1992) genomech
a hraji dulezitou roli v procesech jako je RCR. Histidinovy nepolarni zbytek —
histidinovy motiv (histidine-nonpolar residue-histidin motif — HUH), od kterého je
odvozen nazev proteinové skupiny, umoznuje koordinaci kovovych iontd
nezbytnych pro funkci endonukleazy. Po navazani specifické, konzervativni
sekvence ssDNA protein $tépi vlakno a nasledné se vaze na jeho 5" konec
fosfotyrosinovou vazbou. To umozruje zahgjeni replikace kruhové ssDNA
oddélenim 5" konce DNA (Chandler et al., 2013).
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3.3 Transformace rostlin

3.3.1 Mechanismus transformace pomoci A. tumefaciens

Virulentni kmeny bakterie A. tumefaciens nesouci tumor indukujici (tumor
inducing — Ti) plazmid o velikosti 200 kb jsou schopné integrovat ¢ast své DNA
do genomu rostlinnych bunék (Labereke et al., 1974). Tento pfenos bakterialni
DNA do genomu rostlinné bunky vede k tvorbé nadorl zplsobenych indukci
bunééného déleni (Schilperoort et al., 1967). K integraci DNA dochazi
na jadernych chromozomech, nikoli v genomech chloroplasti a mitochondrii.
Fragment Ti plazmidu o velikosti 23 kb, oznacovany jako pfenosova DNA
(transfer DNA — T-DNA), je pomoci bakterialnich endonukleaz vystfizen
z plazmidu a dalSimi bakterialnimi proteiny pfemistén do jadra rostlinné bunky,
kde dochazi k nahodné integraci (Chilton et al., 1980).

Objev moznosti prenosu DNA do rostlin prostfednictvim A. tumefaciens
nasel vyuziti v genovém inzenyrstvi. Jakmile se endonukledzy staly dostupnymi,
byly geny T-DNA odstranény rekombinantnimi technologiemi a nahrazeny
zajmovymi geny. Tento pfirozeny a efektivni mechanismus pfenosu genu mezi
bakterii a rostlinami se rychle zménil na standardni a rutinni technologii
k dosazeni rostlinné transgenoze. Tato Siroce pouzivana technika je vyuzivana
jak v zakladnim, tak i v aplikovaném vyzkumu. S jejim vyuzitim jsou vytvareny
geneticky modifikované rostliny (genetically modified organism — GMO)

se zmeéneénymi agronomickymi vlastnostmi (Horsch et al., 1985).

22



3.4. CRISPR/Cas9

3.4.1 CRISPR/Cas systémy

V pfirozené podobé maji systémy CRISPR/Cas funkci mechanismu adaptivni
imunity, ktera v bakteriich a archeach zajistuje sekvenéné specifickou imunitu
proti cizi DNA nebo ribonukleové kyseliné (ribonucleic acid — RNA); (Marraffini
and Sontheimer, 2008). CRISPR/Cas systémy se vyskytuji pfiblizné ve 40 %
bakterialnich genomuU a v 70 % sekvenovanych druhl archea (Burstein et al.,
2016). CRISPR/Cas lokus se sklada z CRISPR segmentu a cas genu. CRISPR
segment obsahuje kratké repetice oddélené kratkymi variabilnimi sekvencemi
DNA, nazyvanymi spacery. Imunitni odezva CRISPR/Cas systému se sklada
ze tfi hlavnich fazi: adaptacéni, expresni a interferen¢ni (Barrangou, 2013).

V adaptacni fazi se komplex rozdilnych Cas proteinl navaze na vlakno cizi
invazni DNA, €asto po rozpoznani konkrétniho, kratkého motivu oznacovaného
jako pfilehly protospacerovy motiv (protospacer adjacent motif — PAM)
a vystiihne ¢ast cilové DNA, protospacer. Na 5 konci CRISPR segmentu
nasledné dojde k duplikaci repetice. Adaptaéni komplex Cas proteint viozi DNA
protospaceru mezi tyto nové repetice v CRISPR segmentu. Zaclenénim
do CRISPR lokusu se z protospacerové DNA stava novy spacer. Nékteré
systémy CRISPR/Cas vyuzivaji alternativni mechanismus adaptace, konkrétné
ziskavani spacert z RNA prostfednictvim reverzni transkripce pomoci reverzni
transkriptazy kédované v CRISPR/Cas lokusu.

V expresni fazi se segment CRISPR obvykle prepisuje v celku jako jediny
transkript. Tato primamni CRISPR RNA (pre-CRISPR RNA - pre-crRNA)
je nasledné zpracovana na jednotlivé funkéni CRISPR RNA (crRNA), z nichz
kazdd obsahuje spacerovou sekvenci a repetici. U popsanych variant
CRISPR/Cas systémU je zpracovani pre-crRNA zprostiedkovano specifickou
podjednotkou multiproteinového Cas komplexu, jednim multidoménovym Cas
proteinem nebo jinou nukleazou.

V interferenéni fazi slouzi crRNA, ktera obvykle zlstava vazana na Cas
protein, jako navadéci sekvence k rozpoznavani protospaceru nebo velmi
podobné sekvence v invaznim genomu viru nebo plazmidu, ktery je poté stépen

a inaktivovan Cas nukledzou nebo nukleazami (Koonin and Makarova, 2019).
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Podobné jako jiné biologické obranné mechanismy, i CRISPR/Cas systémy
bakterii a archea vykazuji Sirokou rozmanitost stavby proteinu Cas, skladbu gen(
a usporadani genomovych lokust (Klompe et al., 2018). Znalosti o této
rozmanitosti se neustale rozsiruji diky skriningu stale obsahlejSich genomickych
a metagenomickych databazi (Makarova et al., 2018). Nova klasifikace z roku
2020 zahrnuje 2 tfidy, 6 typl a 33 podtypl ve srovnani s 5 typy a 16 podtypy
v roce 2015. Vyznamnym je zejména rozSifeni klasifikace CRISPR/Cas o0 mnoho
novych systému tfidy 2, kterd nyni zahrnuje 3 typy a 17 podtypl. Druhou
vyznamnou novinkou je objev mnoha odvozenych variant CRISPR/Cas, ¢asto
asociovanych s mobilnimi genetickymi prvky, které postradaji nukleazy potrebné
pro interferenci (Makarova et al., 2020). Nékteré ztéchto variant typu |
zprostiredkovavaji navadéci RNA (guide RNA — gRNA) fizenou transpozici
(Klompe et al., 2019). Zatimco u jinych se predpoklada, ze budou vykonavat
funkce odliSné od adaptivni imunity, jako napfiklad pfenos signalu, pfechod
do dormance nebo apoptézu, které je tfeba experimentalné charakterizovat
(Shmakov et al., 2018). Tretim vyznamnym poznatkem je objev mnoha skupin
pomocnych genu asociovanych s CRISPR, které jsou cCasto zapojeny
do pfenosu bunéénych signall (Makarova et al, 2020). Funkce téchto
pomocnych genl v systémech CRISPR/Cas zatim nebyla s vyjimkou genu
ribonukleazy Csmé6 objasnéna. Ribonukleaza Csm6 je alostericky enzym
zapojeny v systému CRISPR/Cas podtypu IlI-A do obrany pfed invaznimi
plazmidy, nespecificky $tépi plazmidovou RNA. Enzym Csm6 je aktivovan
rozstépenim cyklického oligoadenylatu (cyclic oligoadenylat — coA), ktery
je syntetizovan cas10 polymerazou (Koonin and Makarova, 2018).

Klasifikace systémU CRISPR/Cas je zaloZzena predevS§im na rozdilech
ve slozeni Cas proteinu a rozdilnych funkénich modelech (Obrazek 5) (Makarova
et al, 2018). Efektorové komplexy tfidy 1 zapojené do zpracovani
pre-crRNA a rozpoznavani cild maji podobnou strukturu mezi typy |, lll a IV,
ackoli zachovani sekvence mezi témito tfemi typy je minimalni (Ozcan et al.,
2019). Zaklad efektorovych komplext ve vSech tfech typech tfidy 1 tvofi
necharakterizované s CRISPR repeticemi asociované proteiny (repeat-
associated mysterious protein — RAMP) Cas5 a Cas7. Jedna se o vzdalené
pribuzné proteiny obsahujici RNA rozpoznavajici motiv (RNA recognition motif —

RRM), které jsou obvykle v genomu pfitomny ve vice kopiich. Ve vétSiné
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systému CRISPR/Cas tfidy 1 je tfetim RAMP Cas6, ribonukleaza vyhrazena pro
zpracovani pre-crRNA, kterd muUze nebo nemusi byt fyzicky spojena
s efektorovym komplexem. RAMP jsou charakterizovany extrémni rlznorodosti
aminokyselinovych sekvenci, takze spojitost mezi sekvencemi Cas5, Cas6
a Cas7 zruznych podtypu mohla byt prokazana pouze pomoci nejcitlivéjSich
metod pro srovnani sekvenci proteinovych profill nebo pfimym porovnanim

proteinovych struktur (Makarova et al., 2020).
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Obr. 5. Systémy CRISPR/Cas
Prevzato z Makarova et al., 2020

Efektorové komplexy tfidy 1 se dale skladaji z velké a malé podjednotky.
Velka podjednotka, tvofena v systému typu | proteinem Cas8 a v systému typu
[Il proteinem Cas10, zaujima v efektorovych komplexech analogické pozice.
Nevykazuje v8ak zadnou sekvenéni podobnost a pouze vzdalenou strukturni
podobnost. Otazka, zda jsou Cas8 a Cas10 homologni zUstava nadale oteviena
(Makarova et al., 2011). Sekvence proteind Cas8 navic nevykazuji zadnou
detekovatelnou podobnost ani mezi nékterymi podtypy tfidy 1, takze pfislusné
varianty mohou slouzit k rozliSeni podtypl. Mala podjednotka efektorovych
komplexu tfidy 1 (Cas11) nevykazuje Zadnou statisticky vyznamnou sekvenéni
podobnost mezi systémy typu | a lll, ale strukturni podobnosti mezi proteiny

Cas11, stejné jako mezi Cas11 a C-terminalni a-helix doménou Cas10 silné
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naznacuji, ze se jedna o velmi odliSné homology (Venclovas, 2016). V systému
typu | je kliCovou samostatnou slozkou efektoroveého modulu Cas3. Tento velky
protein, ktery se obvykle sklada z fuzované helikazy a histidin-aspartatovych
nukledzovych domén (histidine-aspartic domain — HD), je pfimo zodpovédny
za stépeni cilové DNA. Typ lll se zasadné odliSuje zaclenénim HD nukleazy
do Cas10, ¢imz vznika velka podjednotka komplexu podilejici se na transkripéné
zavislém stépeni cilové DNA.

Systémy CRISPR/Cas typu IV jsou vysoce odvozené varianty, které obvykle
postradaji adapta¢ni moduly i nukledazy potfebné pro interferenci. Kromé toho
pouze proteiny Cas5 a Cas7 jsou v lokusech typu IV snadno identifikovatelné
podle sekvencni podobnosti s jejich analogy v jinych typech. Nedavné srovnani
struktur efektorovych komplext systému typu IV a | identifikovalo podobnost
u velké podjednotky efektorového komplexu typu IV (Ozcan et al., 2019), coz
naznacuje, ze systémy typu IV mohou byt vysoce odliSnymi derivaty typu | nebo
typu lll.

Systémy tiidy 2 tvofi typy Il, V a VI, které se funkénim modelem a stavbou
své domény zretelné odliSuji od ostatnich typl. V systémech tfidy 2 vykonavaji
efektorovou funkci samostatné velké proteiny. (Shmakov et al., 2017). Typy
a podtypy se ve tfidé 2 podstatné liSi v ohledu mechanisml zpracovani
pre-crRNA (Chyou and Brown, 2019). V systémech typu VI a podtypu V-A
zajiStuje velky efektorovy protein také aktivitu ribonukleazy zpracovavajici
pre-crRNA, zatimco u typu Il a nékolika podtypu typu V je tato aktivita obvykle
pfenesena na ribonukleazu lll, ktera nepatri mezi Cas proteiny (Liu et al., 2017).
V pfipadé typu Il a nékolika podtypl typu V zahrnuje efektorovy modul dalsi
molekulu RNA, transaktivujici CRISPR RNA (transactivating CRISPR RNA —
tracrRNA), ktera vytvari stabilni duplexy s ¢asteéné komplementarnim pfimym
opakovanim pre-crRNA. Po odstépeni RNA duplexu pomoci ribonukleazy lli
zUstava funkéni gRNA, komplex crRNA-tracrBRNA, stabilné navazana
na efektory, coz umoznuje specifické stépeni DNA (Chyou and Brown, 2019).

Sada proteinl Cas1 az Cas13, ktera obsahuje adaptacni a efektorové
moduly, definuje typy a podtypy v 2. tfidé CRISPR/Cas. Toto jadro
je doprovazeno fadou pomocnych proteinl, které jsou volnéji asociovany
s CRISPR/Cas. Mnozstvi identifikovanych pomocnych genu se v posledni dobé

podstatné rozsifilo, a to pfedevsim diky vyuzivani specializovanych vypocetnich
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protokolll pro systematickou detekci genl spojenych s CRISPR (Shah et al.,
2019).

3.4.2 Historie metody CRISPR/Cas9

Historie objevu metody CRISPR/Cas9 zacina v roce 1987, kdyz Yoshizumi
Ishino se svymi kolegy jako prvni objevil sekvenci CRISPR béhem studia
izoenzymoveé pfestavby alkalické fosfatazy (alkaline phosphatase — AP).
Pfi hledani proteinu zodpovédného za prestavbu izoenzymu AP v periplazmé
bunék E. coli K-12 sekvenovali fragment DNA o velikosti 1,7 kb nesouci gen
izoenzymu alkalické fosfatazy (isozyme of alkaline phosphatase — iap). Béhem
sekvenovani fragmentu DNA objevili zvlastni opakujici se sekvenci
za termina¢nim kodonem genu iap. Tato sekvence se nepodobala zadné
doposud znamé sekvenci v sekvencnich databazich (Ishino et al., 1987). Brzy
poté byly objeveny podobné sekvence pomoci Southern blotu i v dalSich
kmenech E. coli (Nakata et al., 1989) stejné jako v dalSich druzich bakterii
(Hermans et al., 1991).

Objev metody CRISPR/Cas9 dale pokracuje v roce 1993, kdyz Francisco
Mojica s kolegy objevil zvlastni strukturu ve fragmentu DNA z halofilniho
mikroorganismu archea Haloferax mediterranei. Strukturu tvofilo nékolika kopii,
témeér dokonalych, zhruba palindromickych, opakujicich se sekvenci 30 bazi,
oddélenych spacery o zhruba 36 bazich. (Mojica et al., 1993). Mojica s kolegy
nasledné objevil podobné repetice i v dalSich archeach a v odborné literature
nasel spojitost repetic s bakteriemi. Mojica a jeho spolupracovnici si uvedomili,
ze pritomnost tak podobnych struktur u velmi vzdalenych mikrob( signalizuje jeji
dulezitou funkci u prokaryot (Mojica et al., 1995). Do roku 2000 Mojica s kolegy
objevil CRISPR lokus v dalSich 20 mikrobech, aniz by vsak objevil jejich funkci
(Mojica et al., 2000). Proto se Mojica a jeho kolegové rozhodli podivné repetice
prozkoumat pomoci bioinformatiky. Samotné repetice nazvali kratkymi
pravidelné rozmisténymi repeticemi (short regularly spaced repeats — SRSR)
(Mojica and Garrett, 2012). Nazev repetic pozdéji zménil Jansen
s kolegy na shluk pravidelné rozmisténych kratkych palindromickych repetic
(CRISPR), ktery lépe charakterizoval strukturu repetic a byl pfijat i ostatnimi

veédci studujicimi tyto repetice. Jansen s kolegy také objevil existenci Ctyr
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konzervativnich genli nachazejicich se v tésné blizkosti CRISPR segmentu. Tyto
geny nazvali jako cas geny 1 az 4 (Jansen et al., 2002).

Vroce 2003 Mojica s kolegy pfenesl svoji pozornost od repetic
ke spacerim, které je oddéluji. U jednoho spaceru z CRISPR lokusu
pochazejiciho z E. coli nakonec objevili odpovidajici sekvenci v genomu
bakteriofaga P1, ktery napada mnoho kmenu E. coli. Avsak u konkrétnino kmene
E. coli ktery nesl spacer byla znama rezistence kinfekci P1 fagem.
Z 88 spaceru, u nichz se podafilo objevit shodnou sekvenci, se dvé tretiny
shodovaly s viry nebo konjugovanymi plazmidy, které souvisely s mikrobem
nesoucim spacer. Mojica s kolegy si uvédomil, ze CRISPR lokusy musi kodovat
instrukce pro adaptivni imunitni systém, ktery chrani mikroby pfed konkrétnimi
infekcemi (Mojica et al., 2005).

Vroce 2005 se doktor Philippe Horvath ve spolupraci s Rodolphem
Barrangouem, Sylvainem Moineauem a dalsimi kolegy rozhodl pfimo otestovat
hypotézu, ze CRISPR je adaptivni imunitni systém. Pokus byl zalozen
na genetické selekci pro ziskani bakterii rezistentnim k bakteriofagim. K selekci
byl pouzit dobfe charakterizovany kmen S. thermophilus citlivy k infekci
bakteriofagy a dva druhy bakteriofagl. U ziskanych rezistentnich kment doslo
k ziskani sekvenci odvozenych od bakteriofaga v CRISPR lokusech. Dale
pozorovali, Ze mnozstvi vloZzenych spacerl souvisi se zvy$enim odolnosti.
Horvath a jeho spolupracovnici tedy prokazali funkci CRISPR jako systému
ziskané imunity. Studovali dale roli dvou cas genl, cas7 a cas9. Bakterie
vyzadovaly cas7 pro ziskani rezistence. AvSak bakterie jiz nesouci spacer
odvozeny z bakteriofaga gen cas” pro zachovani rezistence nevyzadovaly. Toto
zjisténi naznacovalo, Zze Cas7 se Uc€astni tvorby novych spacerl a repetic, ale
ne samotné imunity. Naopak cas9 byl nezbytny pro rezistenci k bakteriofagu.
Z toho usoudili, ze protein Cas9 je aktivnim komponentem bakteridlniho
imunitniho systému. Zavérem zjistili, ze imunita zavisi na prfesné shodé
sekvence DNA mezi spacerem a cilem (Barrangou et al., 2007).

Dalsi vyznamny posun v pochopeni mechanismu CRISPR ucinil s kolegy
John van der Oost. CRISPR systém bakterie E. coli vlozili do odliSného kmene
E. coli postradajiciho svyj vlastni CRISPR systém. To umoznilo biochemicky
charakterizovat komplex péti Cas proteint, oznacenych jako CasCade (Brouns

et al., 2008). Oddélenou inaktivaci jednotlivych slozek prokazali, ze CasCade
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je potfebny pro odstépeni 61 nukleotidd dlouné crRNA z precrRNA,
transkribované z CRISPR lokusu. Po naklonovani a sekvenaci souboru crRNA,
které vyizolovali spoleéné s CasCade komplexem zjistili, ze vSechny zacinaji
osmi poslednimi bazemi z opakujici se sekvence, nasledovanymi kompletnim
spacerem a zacatkem dalsi opakujici se sekvence. Toto zjisténi podpofilo
sekundarni struktury crBRNA (Sorek et al., 2008). Aby prokazali, ze sekvence
crRNA jsou zodpovédné za rezistenci zalozenou na CRISPR, rozhodli se vytvorit
prvni umély segment CRISPR. Naprogramovali CRISPR, aby cilil na cCtyfi
vyznamneé geny bakteriofagu lambda. Podle oCekavani byly kmeny nesouci nové
sekvence CRISPR rezistentni vic¢i bakteriofagu lambda (Brouns et al., 2008).

Luciano Marraffini usuzoval, ze CRISPR musi Stépit DNA a ve skuteénosti
funguje jako restrikéni enzym. Pfi svém vyzkumu navazal spolupraci s Erikem
Sontheimerem a spoleéné zkoumali, zda dokaze CRISPR systém bakterie
Staphylococcus zabranit konjugaci plazmidu. VSimli si, Ze kmen Staphylococcus
epidermidis nese sekvenci, ktera se shoduje s usekem plazmidu, kédujicim gen
nes, ve kmeni Staphylococcus aureus. Zjistili, ze tento plazmid Ize prenést
do Staphylococcus epidermidis pouze po naruseni nes sekvence plazmidu nebo
odpovidajicich sekvenci spacert v CRISPR lokusu. Jejich vyzkum tim prokazal,
ze CRISPR poskytuje adaptivni imunitu nejen proti virim ale i plazmidim.
Marraffini a Sontheimer upravili nes gen v plazmidu na néjz cill CRISPR,
vlozenim intronu doprostfed sekvence. Pokud by CRISPR cilil na informativni
RNA (messenger RNA — mRNA), zména by neovlivnila jeho funkci, protoze
intronova sekvence bude vystfizena. Pokud by naopak CRISPR cilil na DNA,
inzerce narusi jeho funkci, protoze sekvence spaceru se jiz nebude shodovat.
Vysledek experimentu jednoznaéné prokazal, ze systém CRISPR cili na DNA
(Marraffini and Sontheimer 2008).

Sylvain Moineau se s kolegy zabyval pochopenim mechanismu, kterym
CRISPR stépi DNA. Problém spocival v tom, ze CRISPR byl obvykle tak ucinny,
ze Moineau a jeho kolegové nemohli snadno pozorovat, jak byla invazni DNA
rozlozena. Vyzkumna skupina objevila nékolik bakteridlnich kmenu
S. thermophilus, u nichz CRISPR poskytoval pouze ¢aste¢nou ochranu pred
plazmidy vlozenymi elektroporaci. Proces $tépeni plazmidl byl dostate¢né

zpomalen, aby mohli pozorovali funkci pfimych produktd CRISPR (Garneau
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zprostiedkovava Cas9 nukledza (Barrangou et al., 2007). Pfi sekvenovani
linearizovanych plazmidl objevili jedinou pozici Stépeni s tupymi konci, ktera
se nachazi 3 nukleotidy pred PAM sekvenci. Tato PAM sekvence je klicovym
znakem Stépené sekvence. Pri dalSich analyzach zjistili, ze konkrétni pozice
Stépeni virové DNA se také vztahuje k PAM sekvenci. Jejich vysledky definitivhé
prokazali, ze Cas9 nukledzy $tépi DNA v pfesnych mistech kddovanych
specifickymi sekvencemi crRNA (Horvath et al., 2008).

Emmanuelle Charpentier a Jérg Vogel pri identifikaci regulaénich RNA
v mikrobech objevili, Ze tfeti nejvice zastoupenou tfidou transkriptl, hned
po ribozomalni a transferové RNA, je nové objevena mala RNA. Tato RNA
o velikosti 25 bazi s témeér dokonalou komplementaritou ke CRISPR repeticim
byla transkribovana ze sekvence bezprostfedné sousedici s CRISPR lokusem.
Komplementarita sekvence tracrBNA se sekvenci RNA nesouci jednotlivé
crRNA naznacovala, ze spolu obé RNA hybridizuji a jsou zpracovany na hotové
produkty stépenim ribonukleazou lll. Experimentalni genetické pokusy zalozené
na deleci tuto teorii potvrdily a prokazaly, ze tracrRNA je nezbytna pro zpracovani
crRNA a tedy pro funkci CRISPR (Deltcheva et al., 2011). Nasledné biochemické
studie ukazaly, ze tracrRNA se neuplathuje pouze pfi zpracovani crRNA, ale
je také nezbytna pro funkci nukleazového komplexu Cas9 pfi Stépeni DNA
(Siksnys et al., 2012).

Virginius Siksnys se spolu se svymi spolupracovniky rozhodl zjistit, zda Ize
systéem CRISPR ze S. thermophilus znovu sestavit v plné funkéni podobé
ve vzdalené bakterii E. coli. Zjistili, ze cely preneseny CRISPR lokus byl
dostate¢né UucCinny, aby zpUsoboval cilené S$tépeni jak plazmidové tak
bakteriofagové DNA (Sapranauskas et al., 2011). Pomoci svého heterologniho
systému také dokéazali, ze Cas9 je jedinym proteinem potfebnym pro stépeni
DNA, konkrétné jeho RuvC a HNH nukleazové domény (Makarova et al., 2006).

Siksnys a jeho kolegové izolovali komplex Cas9-crRNA ze S. thermophilus
navazanim proteinu Cas9 na streptavidin a nasledné studovali jeho aktivitu
in vitro (Gasiunas et al.,, 2012). Pozorovali, ze komplex CRISPR/Cas9 $tépi
cilovou DNA in vitro, tvorbou tupych dvouvlaknovych zlomU (double-stranded
break — DSB) pfesné tfi nukleotidy od PAM sekvence. NejvyznamnéjSim

poznatkem experimentu bylo prokazani moznosti pfeprogramovat Cas9 pomoci
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uméle navrzenych spacert v CRISPR segmentu tak, aby v in vitro podminkach
Stépil zvolené misto. Mutacemi katalytickych zbytkll HNH a RuvC nukleazovych
domeén také prokazali, ze prvni doména Stépi vlakno komplementarni k crRNA
zatimco druha stépi vlakno opacné. Dale pozorovali, ze i pfi zkraceni crRNA
na pouhych 20 nukleotid stale dosahuji u¢inného $tépeni. V souhrnu Siksnys
prokazal, ze systém CRISPR/Cas9 Ize znovu sestavit i jinym zpUsobem,
kombinaci purifikovaného His-vazaného Cas9 a in vitro transkribované
tracrBRNA, crRNA a ribonukleazy Ill a ze oba druhy RNA jsou nezbytné pro
Stépeni DNA proteinem Cas9 (Siksnys et al., 2012). Emmanuelle Charpentier
a Jennifer Doudna pouzili rekombinantni Cas9 a in vitro transkribovanou crRNA
a tracrRNA. Stejné jako Syksnis prokazali, ze Cas9 muze in vitro Stépit
purifikovanou DNA, Ze mlze byt naprogramovan pomoci uméle navrzenych
crRNA, Ze dvé nukledzoveé domény Stépi protilehlé fetézce a ze pro funkci Cas9
je zapotrebi jak crRNA tak tracrRNA. Kromé toho dokazali, ze in vitro mohou obé
spojené RNA fungovat jako sgRNA. Po dalSich upravach pro efektivni funkci
in vivo, se koncept sgRNA stal Siroce pouzivany pfi editaci genomu (Jinek et al.,
2012).

3.4.3 Technologie CRISPR/Cas9

V pfirozené podobé systému CRISPR/Cas9 jsou zinvazivni virové nebo
plazmidové DNA pomoci nukleaz Cas1 a Cas2 vystfizeny kratké useky
(protospacer) nachazejici se prfed 5-NGG-3° PAM motivem. Tyto useky jsou
v€lenény do bakterialniho genomu v podobé nehomolognich sekvenci (spacer)
usporadanych v pravidelnych opakovanich s kratkymi, vysoce homolognimi
repeticemi (interspaced) s nimiz tvofi CRISPR segment. CRISPR segment
je transkribovan v celku jako protocrRNA. Soucasné dochazi k transkripci
tracrBRNA z odlisné ¢asti CRISPR/Cas9 lokusu, ktera je nezbytna pro prestavbu
proteinu Cas9 do aktivni formy a zprostfedkovani vazby crRNA na Cas9
prostfednictvim komplementarni sekvence ke CRISPR repeticim. Jednotlivé
funkéni crRNA jsou po vytvoreni vazby s komplexem tracrRNA/Cas9 nasledné
vystfizeny z protocrRNA pomoci ribonukleazy Ill. Funkéni transkripty spacer
sekvenci crRNA nasledné navadéji endonukleazu Cas9 na komplementarni

sekvenci, za niz musi nasledovat PAM motiv (Makarova et al., 2020).
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Protein Cas9 Ize preprogramovat pro cilené Stépeni jakékoliv zajmové
sekvence DNA, po niz nasleduje PAM motiv pomoci jednoduse navrzené gRNA
(Obrazek 6). Sekvence navrzené gRNA o velikosti 20 nukleotidd navadi Cas9
na zakladé komplementarity bazi na cilovou sekvenci. Spojenim crRNA
a tracrBNA Ize sestrojit jedinou sgRNA nesouci 20 nukleotidovou gRNA
sekvenci na 5 konci (Wright et al, 2016). Vlakno sgRNA se tedy sklada
ze sekvence 20 nukleotidd homolognich s cilovou genomickou oblasti,
nasledovanych kratkou vlasenkovou RNA (short hairpin RNA — shRNA). Protein
Cas9 indukuje tvorbu DSB, které jsou umistény tfi pary bazi smérem k 5" konci
od pozice PAM (Nekrasov et al., 2013). Sestrojeni sgRNA vyrazné zjednodusuje
systém CRISPR/Cas9 na minimalni pocet dvou komponent, Cas9 a sgRNA,
¢imz vznika velmi jednoduchy a u€inny nastroj pro genové inzenyrstvi (Obrazek
6). Systém CRISPR/Cas9 diky jednoduchosti sestaveni sgRNA prekonal starsi
systémy (Eid and Mahfouz, 2016).

tracrRNA CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) Engineered CRISPR cassette

transcription \,
_— — JEmn——

pre-crBNA \
sgRNA

\ tracrRNA 8 transcription %

crRNA processing v\R(:ass \
~ sgRNA
unidentified nuclear-targeted
nuclease Cas9
A4
\ & DNA cleavage

target locus

DNA degradation target DNA

tracrRNA
crRNA Ca\sag6

Obr. 6. Srovnani systému adaptivni imunity a technologie genového inzenyrstvi
CRISPR/Cas9
Prevzato z Belhaj et al., 2015

Drive vyvinuté a pouzivané technologie nukleazy zinkového prstu (zinc
finger nuclease — ZFN) a franskripci aktivované efektorové nukleazy
(transcription activator-like effector nuclease — TALEN) jsou uméle navrzené
dvouslozkové enzymy, které se skladaji z upravitelné domény pro vazbu DNA

a nukleazové domény Fok1. U obou enzymU mUze byt DNA vazebna doména

32



navrzena pro rozpoznavani specifické DNA sekvence. Navrzeni a klonovani
velkych modulovatelnych proteint je pracné a nakladné. Navic existuje vysoka
mira selhani pfi rozpoznani a stépeni zamyslené DNA sekvence, alespor u ZFN
(Voytas, 2013).

3.4.4 Protein Cas9

Studium krystalové struktury rlznych podtypl Cas9 endonukleaz odhalilo
dvoulalo¢nou strukturu proteinu s konzervovanym jadrem obsahujici
priléhajici aktivni mista a dva zlabky pro vazbu nukleové kyseliny. Dvoulalo¢na
struktura proteinu se sklada z velké globularni €asti s rozpoznavaci (recognition
— REC) funkci amalé &asti s nukleazovou (nuclease — NUC) funkci. REC
je funkéni doména specificka pro Cas9, ktera se sklada ze dvou domén REC1
a REC2 a dlouhé a-helikalni domény bohaté na arginin, oznaované jako
Sroubovity most (helix bridge — HB). NUC nese dvé nukleazové domény RuvC
a HNH a doménu interagujici s PAM (PAM-interacting domain — PI). Ze zZlabku
pro vazbu nukleové kyseliny se Siroky hlavni zlabek nachazi REC a uzky mensi
zlabek v NUC.

Elektronova mikroskopie odhalila, ze protein Cas9 se pfi absenci vazby
na nukleovou kyselinu nachazi v auto-inhibiéni konformaci. K pfechodu
do aktivni formy dochazi po vytvofeni vazby s gRNA (Jinek et al., 2014).
Ta spousti konformaéni zmeény laloki REC a NUC vedouci k vytvoreni
centralniho kanalu, do néhoz je nasledné umistén heteroduplex RNA-DNA
(Jinek et al., 2014). Navadéci RNA interaguje primarné s lalokem REC za vzniku
binarniho komplexu Cas9-sgRNA (Nishimasu et al., 2014). Komplex Cas9-
sgRNA nasledné vyhledava PAM motiv ve dvousSroubovici DNA na
nekomplenentarnim fetézci k navadéci RNA (Jinek et al.,, 2014). Protoze
helikazova aktivita Cas9 neni zavisla na energii z ATP, predpoklada se, ze
rozpoznani PAM vede k destabilizaci prilehlé sekvence spusténim tvorby
R-smycky (Sternberg et al., 2014).

Mechanismus rozpoznani a separace DNA zalozeny na PAM byl nedavno
objasnén (Obrazek 7). Experimenty zaloZené na zesitovani proteinl naznacuji,

ze do rozpoznavani PAM jsou zapojeny dvé nestrukturované flexibilni smycky
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v Pl doméné obsahujici tryptofan (Jinek et al., 2014). Krystalova struktura Cas9
v komplexu s ¢asteéné separovanou cilovou DNA obsahujici PAM motiv
a sgRNA osvétluje molekularni pochody, které jsou zakladem rozpoznani PAM
a separace fetézcu DNA (Anders et al., 2014). Rozpoznavani bazi ve hlavnim
zlabku pro vazbu PAM zajistuji dva argininové zbytky rozpoznavaji dinukleotidy
GG motivu PAM na nekomplementarnim retézci. Déale interakce dvou dalSich
zbytkU lysinu a serinu v mensim zlabku s PAM duplexem tvofi K-S smyc¢ku, ktera
se spojuje s fosfatovou skupinou PAM sekvence v komplementarnim fetézci.
To umoznuje fosfatové skupiné orientovat komplementarni retézec DNA
pro parovani bazi a hybridizaci s navadéci RNA, coz vede k oddéleni retézcu
DNA. Komplex Cas9-sgRNA pak zkouma pfiléhajici fretézec DNA pro potencialni
komplementaritu s navadéci RNA (Sternberg et al., 2014). Parovani bazi
komplementarnich nukleotidd v konzervativni oblasti (o velikosti 8 — 12 bp)
umoznuje postupnou destabilizaci cilové DNA a vede ktvorbé RNA-DNA
heteroduplexu. Ret&zec je nasledné sevien mezi NUC a REC lalokem komplexu
Cas9 pro uchyceni HB bohatym na arginin pomoci ¢tyfmistného spoje (Anders
et al., 2014). V této konformaci jsou obé nukledzové domény NUC laloku
pripravené pro stépeni cilové DNA. Mobilni HNH doména stépi komplementarni
vlakno vterciarnim  komplexu, zatimco RuvC doména prerusuje

nekomplementarni vidkno (Nishimasu et al., 2014).
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(a) Apo-state (b) Binary Cas9-sgRNA complex formation (c) Target DNA interrogation
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Obr. 7. Mechanismus Stépeni DNA proteinem Cas9
Pfevzato z Belhaj et al., 2015
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3.5 Pravni statut GMO

3.5.1 GMO, védecké a etické problémy

V EU je nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a jejich produkty
regulovano smeérnicemi 2001/18/ES, 2009/41/ES, ES 1829/2003, 1830/2003.
Pro EU jsou charakteristické pfisné pravni predpisy pro GMO, jejichz cilem
je zajistit co nejnizsi miru rizika pro lidské zdravi a zivotni prostfedi v souladu
se zasadami prfedbézné opatrnosti. Dlraz na predbéznou opatrnost je kladen
s ohledem na riziko trvalého a nezvratného poskozeni zivotniho prostiedi. Cely
proces schvalovani povoleni pro uvedeni GMO na trh a péstovani je financng,
¢asové a administrativné velmi narocny; navic povoleni se v EU vydava na dobu
10 let. Hlavnim cilem pravidel péstovani GMO v EU je oddélit GMO a jejich
produkty od geneticky nemodifikovanych organizmt a produktl. Jednotlivé
Clenské staty EU mohou zakazat péstovani GMO na svém uzemi. VSechny GMO
a produkty z nich musi byt na trhu EU oznaceny.

Legislativa v USA je naproti tomu zalozena na konstatovani, ze potencialné
Skodliva neni samotna metoda pfipravy GMO, ale nékteré specifické viastnosti
organismU, bez ohledu na to, jakym zpusobem vznikly. Riziko konkrétniho
organismu tedy neni odvozovano od zpusobu pfipravy, ale od jeho vlastnosti.
Povoleni pro uvedeni na trh udéluji rozdilné kontrolni urady v zavislosti
na vlastnostech produktu. Na uzemi Ruské federace je zdkonem z roku 2016
zakazan chov a péstovani GMO. Byl dale zpfisnén statni dohled nad dovozem
a zpracovanim produktt z GMO. Tento zakon se v§ak nevztahuje na GMO, které
vznikly pomoci novych technik $lechténi rostlin NBT. V Cinské lidové republice
musi byt GMO a produkty z nich viditeIné oznaceny.
(https://bezpecnostpotravin.cz/UserFiles/publikace1/Moderni biotechnologie W

EB.pdf).

Uprava genomu pomoci NBT, mezi n&z patfi i metoda CRISPR/Cas9,

poskytuje nové moznosti pro efektivni vyzkum rostlin a zlepSeni jejich vlastnosti,
jako je odolnost rostlin proti abiotickému stresu, odolnost proti chorobam
a zvyseni vynosu rostlin.

V €ervenci 2018 vydal Soudni dvur EU rozhodnuti, Ze organizmy vcetné

rostlin,  vytvofené inovativnimi  biotechnologiemi,  editaci genomu
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(napf. CRISPR/Cas), budou regulovany dle pravnich nafizeni vztahujicich
se ke GMO (Judgement of the Court of Justice of 25 July 2018. Case C-528/16.
ECLI:EU:C:2018:583). S timto zavérem vSak nesouhlasi fada vyznamnych
védcu, protoze podle nich toto rozhodnuti mize v budoucnu ovlivnit evropské
zemeédeélstvi z hlediska konkurenceschopnosti, produkce, kvality a zivotniho
prostfedi (van Erp et al., 2015).

Technologie CRISPR/Cas9 je zalozena na vyfazovani, vypinani funkce
zajmovych genU cilenou mutagenezi pomoci proteinu Cas9 navadéného
prostfednictvim navrzené sgRNA. Tato technologie se pouziva v fadé plodin
v€etné jeCmene, pSenice, Brassica oleracea, Brassica napus, brambor a rajcat.
CRISPR/Cas9 technologie je také vyuzivana pro vyzkum abiotického stresu,
odolnosti v&i chorobam, vyvoje rostlin, u¢inného vyuziti dusiku a kvality potravin
a krmiv (Lawrenson et al., 2015).

Pfikladem vyuziti technologie CRISPR/Cas9 jsou cilené upravy genomu
jeCmene a tabaku pro ziskani vhodnéjsich a produktivnéjsich rostlin pro tvorbu
primyslové a farmaceuticky vyznamnych latek. Védci v Rakousku provedli
Upravy rostlin, jejichz cilem bylo vypnuti gentu zahrnujici stresové regulatory
metabolické drahy endoplazmatického retikula pomoci CRISPR/Cas9. Vysledné
rostliny neobsahuji rekombinantni nukleové kyseliny a nemély by tedy byt
regulovany jako GMO (Kapusi et al., 2017).

Od prvni publikované védecké prace v roce 2013, ktera se zabyvala vyuzitim
technologie CRISPR/Cas9 bylo dosazeno znaéného pokroku v editaci
rostlinného genomu. V soucCasnosti je vedena odborna a politicka debata
zabyvajici se vztahem mezi GMO a pouzitim metody CRISPR/Cas9. Existuje
mnoho védeckych studii poukazujicich na tvorbu netransgennich rostlin pomoci
NBT, kterymi se védci snazi prokazat, ze technologie CRISPR/Cas9 je odliSna
od predchozich metod genetické modifikace (GM) (Zong et al., 2017).

Navzdory tomu, ze CRISPR/Cas9 technologie je stale vice aplikovana
rostlinnymi biotechnology zejména jako nastroj pro editaci genomu, stale existuje
otazka, jak presna je tato technologie a jak vyznamny je mimocilovy efekt nebo
jakékoliv jiné nezamys$lené zmény vyvolané technologii CRISPR/Cas9
v genomu (Hahn and Nekrasov, 2019). Existuji také znacné obavy ze zavaznych
etickych a socidlnich dusledk(, zvlasté pri modifikaci zvifat pomoci
CRISPR/Cas9 technologie (Bassett, 2017).
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Ackoliv védci i Slechtitelé v EU volaji po urychlené zméné pfistupu ke NBT,
zatim nedoslo k pfehodnoceni a vymezeni vici novym technologiim. Pfiloha B1
smérnice EU 2001/18/EC uvadi seznam technik, které nejsou pokladany
za GMO a nespadaji do regulace. Mezi tyto techniky patfi i mutageneze.
Smérnice vSak presné neuvadi zadnou definici mutageneze. Definice GMO
je navic ponékud nejednoznacna, protoze odkazuje na organismus, ve kterém
byl geneticky materidl zménén zplUsobem, ktery se pfirozené nevyskytuje
(European Parliament, Council of the European Union, 2001). Védeckou
komunitou je definice GMO interpretovana tak, ze pfi posuzovani, zda
organizmus spada pod regulacni legislativu GMO je tfeba zohlednit nejen
techniku pouzitou pfi jeho vzniku, ale i modifikace vysledného produktu.
Ne v8echny zucastnéné strany, které se podili na legislativnim procesu, vsak
s timto vykladem souhlasi. Tento nazorovy rozkol komplikuje snahy o zmény
regulaénich predpist pro GMO (Sprink et al., 2016).

Vroce 2019 fada védclu zriznych statd EU, opét zadala otevienym
prohlasenim Evropsky parlament a Evropskou komisi o legislativni zménu.
Hlavnim iniciatorem vyzvy védcl ke zméné legislativy je Prof. Dirk Inzé, védecky
Feditel Centra pro systémovou biologii rostlin VIB z belgického Gentu. Cesti védci
se rovné&z pfipojili k této jiz celoevropské iniciativé. V Ceské republice iniciativu
koordinuji veédci z brnénského institutu CEITEC z Masarykovy univerzity
za aktivni podpory védcl z Centra regionu Hana pro biotechnologicky
a zemeédeélsky vyzkum.

Podle védeckych pracovnikl, rostliny, u kterych byly provedeny cilené
upravy genomu pomoci technologie CRISPR a které neobsahuiji cizi geny, jsou
pfinejmensim stejné bezpecné, jako kdyby byly odvozeny od klasickych technik
Slechténi. Metoda CRISPR ma velky potencial zejména v souvislosti se zménami
klimatu, pfi tvorbé novych odrid plodin, které jsou odolnéjsi k patogendm nebo
vUuci suchu a poskytuji zvysené vynosy pfi sou¢asném snizeni pouzivani hnojiv
a pesticidu.

(Tiskova zprava: http://www.avcr.cz/cs/vyhledavani/index.html?query=GMOQO)
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3.5.2 GMO v Ceské republice

V Ceské republice Ize s GMO nakladat pouze na zakladé zakona 78/2004
Sb. o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty.
Zakonem je definovano, co je GMO a jak vznika:

Geneticky modifikovany organismus (GMO) je organismus (kromé& clovéka)
schopny rozmnozovani, jehoz deédiény material byl zménén genetickou
modifikaci provedenou nékterym z technickych postupl uvedenych zakonem
78/2004 Sb.

1. Geneticky modifikované organismy mohou vzniknout mimo jiné pfi pouziti

a) techniky rekombinantni nukleové kyseliny vytvarejici nové kombinace
dédi¢ného materialu vlozenim useku nukleové kyseliny pfipravené jakymkoli
zpUsobem mimo organismus do jakéhokoliv viru, bakterialnino plasmidu nebo
jiného vektorového systému a jeho naslednym zaclenénim do organismu
prijemce, ve kterém se normalné nevyskytuje, ale ve kterém je schopen dalsiho
mnozeni,

b) techniky zavadéjici dédiény material pfipraveny jakymkoli zplUsobem
mimo organismus pfimo do organismu pfijemce, zahrnujici mikroinjekce,
makroinjekce, biolistické metody, mikroenkapsulace a umeélé chromosomy, nebo

c) techniky bunécéné fuze, véetné flze protoplastl, nebo hybridizace bunék,
pfi nichz jsou fuzi dvou nebo nékolika bunék vytvareny zivotaschopné bunky
s novou kombinaci dédi¢ného materialu, a to metodami nebo prostfedky, které
se nevyskytuji pfirozené.

2. Ke vzniku geneticky modifikovanych organism( nemohou vést nasledujici
technické postupy, pokud souCasné nezahrnuji pouziti rekombinantniho
dédi¢ného materialu technikami podle bodu 1 této pfilohy nebo pouziti geneticky
modifikovanych organismu témito technikami vzniklych,

a) oplozeni in vitro,

b) bakterialni konjugace, transformace, transdukce a podobné pfirozené
procesy,

c) indukce polyploidie a haploidie.

Ceska komise pro nakladani s geneticky modifikovanymi organismy

a genetickymi produkty (CK GMO) na Ministerstvu Zivotniho prostiedi vydala
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stanovisko k technice zinkovych prstd 3 a dalS$im podobnym technikam
vyuzivajicim cilenych nukleaz 3 (site-directed nuclease 3, SDN-3) kam spada
i TALEN. Pracovni skupina pro nové genoveé techniky pfi Vyboru kompetentnich
autorit dosla k zavéru, ze technika zinkovych prstl 3 vede ke vzniku GMO
spadajicich do pusobnosti smérnice 2001/18/EC. Zdlvodnila to tim, Ze pokud
jsou v ramci této techniky vnaseny do recipienta velké funkéni celky DNA a to se
tyka pravé techniky SDN-3, pak se na né vztahuje legislativa pro pouzivani GMO.
(https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/stanoviska ck gmo/$FILE/oeres-
stanovisko CKGMO nove techniky ZnF3-20130722.pdf)

Pracovni skupina pro nové genetické techniky pfi Vyboru kompetentnich
autorit dale dosla k zavéru, Ze cisgenoze a intragenoze vedou ke vzniku GMO
spadajicich do plsobnosti smérnice 2001/18/EC. Obecné stanovisko CK GMO
k novym genovym technikdm zni: Rizika rostlin pfipravenych tradi¢nimi
Slechtitelskymi postupy, transgenozi nebo novymi genovymi technikami by méla
byt posuzovana v zavislosti na vlastnostech téchto rostlin, nikoliv podle techniky
jejich vzniku.

(https://www.mzp.cz/C1257458002F0DC7/cz/stanoviska ck gmo/$FILE/oeres
nove techniky cisgeneze 20151005.pdf)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material
4.1.1 Rostlinny material

V ramci bakalarské prace byly analyzovany transgenni rostliny jeémene jarniho
(Hordeum wvulgare, L.), odrudy Golden Promise nesouci Cas9 asgRNA
komplementarni s usekem gent WDV CP, MP a Rep.

Transgenni jarni je€men nesouci Cas9 nukleazu byl transformovan pomoci
A. tumefaciens (Harwood et al., 2009). Nezrald zygoticka embrya byla
transformovana plazmidovym vektorem sjednou ze ftfi rozdilnych sgRNA:
sgRNA/CP, sgRNA/MP, sgRNA/Rep.

Kazety nesouci sgRNA byly navrzeny na pracovisti Laboratore rdstovych
regulatord PfF UPOL ve spolupraci s Vyzkumnym Ustavem rostlinné vyroby
(VURV, v. v. i.) oddé&leni virologie. Zvolené sgRNA navadé&ji Cas9 nukleazu
na komplementarni sekvence v genech WDV. sgRNA/CP cili na sekvenci v genu
kodujicim protein CP, sgRNA/MP cili na sekvenci v genu kodujicim protein MP

a sgRNA/Rep cili na sekvenci v genu kdédujicim protein Rep.
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4.1.2 Chemikalie

EDTA, SIGMA-ALDRICH, 129 K0015

Ethidium bromid, SIGMA-ALDRICH, 1.11608
Chlornan sodny (NaClO), SIGMA-ALDRICH, 71696-2,5L
Isopropanol, SERVA, 45629.01

Marker molekulové hmotnosti Bioline, BIO-33039
MS médium, Duchefa, MO 222.0050

NaCl, SIGMA-ALDRICH, 31658 1202

Phyto agar, Duchefa, P1003.1000

Primer F Generi Biotech

Primer R Generi Biotech

ReadyMix, SIGMA-ALDRICH, R2523-100RXN
Sacharosa, Lachner, 40135-APO

SDS, SIGMA-ALDRICH, 306040897

TRIS HCI, SIGMA-ALDRICH, 93362

UltraPure Agarose, Invitrogen, 16500-500

Voda (DNA/RNA free), SIGMA-ALDRICH, W5402
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4.1.3 Pristroje

Analytické vahy M124Ai, BELengineering, Italie

Binokularni lupa, VWR, USA

Centrifuga D1008, DLAB, Cina

Centrifuga 5418, Eppendorf, Némecko

Dokumentacéni zarizeni pro fluorescenci/luminiscenci G:BOX, SYNGENE, UK
Chlazena centrifuga Jouan BR4i, DJB, UK

Kultivaéni komora Adaptis A1000, Conviron, Kanada

Laminarni flowbox, GELAIRE, Australie

Laminarni flowbox, MERCI, CR

Magneticka michacka vicemistna bez topeni POLY 15, Thermo Scientific
pH metr, WTW, USA

Sestava PC ibronze 11 1702, HAL 3000, CZ

Spektrofotometr/Fluorometr DS-11 FX, DeNovix, USA

Technické vahy, BOECO GERMANY, Némecko

Termocycler T1I00™, Bio-Rad, USA

WARIOMAG, USA

Zdroj napéti pro elektroforézu PowerPac™, BioRad, USA
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4.1.4 Vektory a protospacery

Transgenni jarni je€men nesouci Cas9 nukleazu byl transformovan v roce 2019
pomoci A. tumefaciens (Harwood et al., 2009) vektorem nesoucim rozdilné
sgRNA:

1) pBract 214AS_sgRNA_CP

2) pBract 214AS_sgRNA_MP

3) pBract 214AS_sgRNA_Rep

Schéma vektoru pBract 214AS nesouci sg RNA (Obrazek 8), schéma genomu
WDV s vyznaéenymi pozicemi protospacertd (Obrazek 9), sekvence

protospacert v genech WDV s presahy pro klonovani (tabulka 1).

Bsal site(1)
Esal site

PBRACTZ14AS_sgRNA mini vector

4076 b

[N
s
ok
ote
Genotyping prmes P L

Obr. 8. Schéma vektoru pBract 214AS nesouciho sgRNA

44



wDv

2747 bp

Obr. 9. Schéma genomu WDV s vyznacenymi pozicemi protospaceru

Tabulka 1. Sekvence protospacert v genech WDV s pfesahy pro klonovani

Nazev sekvence protospaceru Sekvence s presahy pro klonovani Cileny gen

PROTO_F_1st WDV-CP CTTGgccactacccagttgtagegt

WDV CP
PROTO R 1st WDV-CP AAACacgctacaactgggtagtggc
PROTO_F_1st WDV-MP CTTGgagcaagccaagcaacgccta WDV MP
PROTO R 1st WDV-MP AAACtaggcgttgcttggcettgcetc
PROTO_F_1st WDV-Rep CTTGgcaatgccttaaacctcegta WDV Rep

PROTO R 1st WDV-Rep AAACtacggaggtttaaggcattgc
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Kultivace a péstovani rostlin TO generace

1. Regenerované rostliny jarniho jeCmene TO generace byly po transformaci
kultivovany v in vitro podminkach v Erlenmeyerovych bankach. Postupné byly
pfesazovany do raselinovych bloc¢kd (Jiffl), které byly umistény do plastovych
sacku a péstovany ve fytotronu.

2. Po dosazeni 10 cm byly rostliny pomoci PCR testovany na pfitomnost kazety
nesouci U6 promotor a sqRNA.

3. PCR pozitivni rostliny byly z Jiffi pfesazeny do zahradnického substratu B
(Raselina Sobéslav) a péstovany v kontejnerech 10 x 10 cm, ve skleniku
pfi fotoperiodé 16 hod. svétlo (intenzita osvétleni 400 umol/m?/s1), teplota 18 °C,
8 hod. tma pfi teploté 15 °C.
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4.2.2 In vitro kultivace embryi rostlin T1 generace

Za ucelem rychlejsiho ziskani rostlin T1 generace, byl pomoci in vitro kultivace
zkracen vyvojovy cyklus rostlin. Z nezralych obilek byla po sterilizaci extirpovana
nezrala zygoticka embrya (2 mm), ktera byla kultivovana na 1/2 MS médium

v Petriho miskach.

4.2.2.1 Pfiprava 1/2 MS média

1. Navazené slozky 1/2 MS média (Tabulka 2) byly rozpustény ve
sterilni deionizované vode.

2. pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 5,8.

3. V lahvis GL uzavérem byl smichan roztok 1/2 MS média s navazenym
mnozstvim fytoagaru.

4. Médium bylo sterilizovano autoklavovanim (20 min. pfi 120 °C).

5. Vysterilizované kultivacni médium bylo v laminarnim boxu rozlito po 25

ml do Petriho misek, primér 9 cm.

Tabulka 2. Slozeni 1/2 MS média

Slozka média Hmotnost [g]
Sachar6za 15

MS véetné vitaminG 2.2

Fytoagar 3
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4.2.2.2 Povrchova sterilizace obilek

1. Z pozitivnich rostlin TO generace byly vybrany klasy, které byly
oznaceny stitkem s Cislem klasu.

2. Z kazdého vybraného klasu bylo odebrano osm obilek, které byly
zbaveny osin.

3. V odmérném valci byl pfipraven 6% roztok chlornanu sodného.

4. Obilky byly vlozeny do Erlenmeyerovych banék s magnetickym

michadlem a v nékolika krocich (Tabulka 3) povrchové sterilizovany.

Tabulka 3. Sterilizace obilek

Sterilizani roztok Objem [ml] Délka pusobeni [min]
70% etanol 25 2
Destilovana H20 25 2
6% NaClO 25 4
Destilovana H20 25 2
Destilovana H20 25 2
Destilovana H20 25 2
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4.2.2.3 Kultivace nezralych zygotickych embryi je€Cmene

1. V laminarnim boxu byla pod binokularni lupou ze sterilizovanych obilek
pomoci pinzety a skalpelu vyjmuta embrya o velikosti 2 mm.

2. Embrya extirpovana vzdy z jednoho klasu byla pfenesena na 1/2 MS
médium v Petriho misce.

3. Explantaty v Petriho miskach byly pfeneseny do kultivacni komory
(Adaptis) a kultivovany pfi teploté 18 °C, pfi fotoperiodé 16 hod. svétlo,
8 hod. tma.

4. Po 14 dnech kultivace byly regeneruyjici rostliny pfesazeny do zeminy

v sadbovacdich.
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4.2.3 1zolace DNA

DNA rostlin TO a T1 generace byla izolovana dle protokolu Edwards et al. 1991.

. List je€mene o délce pfiblizné 3 cm byl odebran ve vyvojové fazi

10-12 do plastové mikrozkumavky. Mikrozkumavka byla po odbéru
zchlazena tekutym dusikem.
Odebrany list byl v mikrozkumavce homogenizovan sterilni

homogenizaéni ty€inkou za opakovaného chlazeni v tekutém dusiku.

. Krozdrcenému vzorku bylo napipetovano 400 pl extrakéniho pufru EB

(Tabulka 4) o laboratorni teploté. Smés byla promichana

homogenizacni tyCinkou.

4. Centrifugace pfi 14 000 rpm trvajici 2 minuty.

5. 300 pl supernatantu bylo pfepipetovani do nové mikrozkumavky.

6. K 300 pl odebraného supernatantu bylo napipetovano 300

isopropanolu. Smés byla promichana.

7. Centrifugace pfi 14 000 rpm trvajici 20 min.

8. Supernatant byl odpipetovan a k vysrazené DNA bylo napipetovano

9.

300 pl 70% etanolu. Smés byla promichana.

Centrifugace pfi 8 000 rpm trvajici 5 min.

10.Z mikrozkumavky byl odpipetovan ethanol. Precisténa DNA byla

vysusena v laminarnim boxu (30 minut).

11.DNA byla rozpusténa v 50 pl sterilni vody (SIGMA-ALDRICH, W5402).

Vzorek byl uchovan 24 hod. v chladniéce pfi teploté 4 °C.

12.Koncentrace a Cistoty DNA byla zméfena pomoci spektrofotometru

(DeNovix), DNA byla zfedéna na koncentraci 300-400 ng/pl.
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Tabulka 4. Slozeni pufru EB

Slozka Koncentrace ve 100 ml [nM]
Tris HCI 200

NaCl 250

EDTA 25

SDS 0,5% (v/v)
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4.2.4 Stanoveni pfitomnosti expresni kazety pomoci PCR

Ve vzorcich izolované genomické DNA byla pomoci PCR ovéfena pfitomnost
vlozenych expresnich kazet nesoucich sgRNA. Usek kazety nesouci sgRNA
komplementarni k useku jednoho z virovych gent CP, MP, Rep byl amplifikovan
metodou PCR. Amplifikované Useky expresni kazety nesouci U6 promotor
a sgRNA byly nasledné elektroforeticky rozdéleny v 1% agarézovém gelu

a detekovany.

1. Byla pfipravena reakéni smés pro PCR (Tabulka 5).

2. Reakéni smés pro PCR byla amplifikovana pomoci pfistroje
termocycler (Bio-Rad 100) nastaveném na program PROTO CK
(Tabulka 6).

3. Po ukonceni amplifikace byly produkty PCR rozdéleny pomoci
elektroforetické separace v 1% agar6zovém gelu a detekovany
pomoci UV transiluminatoru (G:BOX,SYNGENE).

Tabulka 5. Slozeni reakéni smési PCR, pro jeden vzorek

Slozka reakéni smési  Objem [ul]

PCR voda 2,5
RedyMix 5
Primer F 0,25
Primer R 0,25
Templat DNA 2
Celkem 10
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Tabulka 6. Amplifikace useku expresni kazety kédujici U6 promotor a sgRNA

probéhla podle programu PROTO CK

Dgj Teplota [°C] Cas [min]  Poéet cykld
Aktivaéni denaturace 95 3:00 1x
Denaturace 95 0:20

Nasedani primer( 57 0:20 38 x
Extenze 72 0:55

Zavérecna amplifikace 72 5:00 1 X

Primery PROTO CK 1 a PROTO CK 2 (Tabulka 7) byly navrzeny tak, aby

amplifikovaly expresni kazetu kodujici:
1) U6 promotor a sgRNA/CP

2) U6 promotor a sgRNA/MP

3) U6 promotor a sgRNA/Rep

Tabulka 7. Sekvence primeru pro amplifikaci Useku expresni kazety tvofeného

U6 promotorem a sgRNA

Nazev primeru  Sekvence

Velikost amplikonu

PROTO CK1F 5-CTCTCACTGATCTGGGTCGC-3’
PROTO CK1 R 5-CAAGCGCGCAATTAACCCTC-3’

401 bp

PROTO CK2 F 5-GACCAAGCCCGTTATTCTGA-3’
PROTO CK2 R 5 -TGTGGAATTGTGAGCGGATA-3’

605 bp
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Priprava 1% agarézového gelu
V Erlenmeyerové barice byl pfipraven 1% agarézovy gel, do kterého byl

pridan roztok ethidium bromidu o koncentraci 10 mg/ml
(Tabulka 8).

Tabulka 8. Slozeni 1% agarézoveého gelu

Slozka Mnozstvi
1% TRIS pufr 80 ml
Agarosa ultrapure 0,89
Ethidium bromid 2 ul
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vysledky

Izolace DNA

Genomova DNA byla izolovana ze 138 rostlin TO generace a ze 139 rostlin T1
generace. Koncentrace izolované DNA se pohybovala od 60 do 1200 ng/ul.
Napfiklad u rostliny T1 CP28, 1-3 byla naméfena koncentrace 908,158 ng/ul
a Cistota vzorku 260/230 byla 1,93 (Obrazek 10).
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Obr. 10. Méreni Cistoty a koncentrace DNA izolované z rostliny T1 generace

CP28, 1-3
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5.1.1 Detekce transgennich rostlin v TO generaci

Pomoci metody PCR byl amplifikovan usek expresni kazety nesouci U6
promotor a sgRNA. Pfitomnost useku expresni kazety v testované rostliné byla
uréena pomoci PCR na zakladé elektroforetické separace v 1% agar6zovém
gelu.

Pfitomnost kazety nesouci U6 promotor a sgRNA byla celkem testovana
u 138 rostlin TO generace. Pritomnost kazety byla potvrzena u 53 rostlin (38 %),

u 85 rostlin pfitomnost kazety nebyla prokazana.

Kazeta nesouci U6 promotor a sgRNA/CP byla testovana u 42 rostlin, pfitomnost
kazety byla potvrzena u 17 rostlin (40 %). Pfiklad PCR detekce amplikonu kazety
SgRNA/CP u rostlin 7, 10 a 17 (Obrazek 11).

Kazeta nesouci U6 promotor a sgRNA/MP byla testovana u 52 rostlin, pfitomnost

kazety byla detekovana u 17 rostlin (33 %).

Kazeta nesouci U6 promotor a sgRNA/Rep byla testovana u 44 rostlin,

pritomnost kazety byla detekovana u 19 rostlinach (43 %) (Tabulka 9).

2 4 7+ 9 10+ 11 17+ 20 4 10 13 16 | H,0 | C+ LI

Ccp MP

Obr. 11. Detekce amplikonu kazety nesouci U6 promotor a sgRNA/CP nebo
sgRNA/MP o velikosti 605 bp, v 1% agarézovém gelu. Transgenni rostliny TO
CP, Transgenni rostliny TO MP, DNA/RNA free voda, C+ trasngenni rostlina,
L2 HypperLader Il Bioline, kat. €. (BIO-33039)
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Tabulka 9. Detekce transgennich rostlin v TO generaci

sgRNA  Testovane rostliny PCR+ PCR- Pozitivni rostliny [%]
cP 42 17 25 40
MP 52 17 35 33
Rep 44 19 25 43
Celkem 138 53 85 38
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5.1.2 In vitro kultivace zygotickych embryi rostlin T1 generace

Pro urychleni vyvoje T1 generace rostlin byla z obilek extirpovana nezrala
zygoticka embrya, ktera byla nasledné kultivovana na 1/2 MS médiu.
V in vitro podminkach bylo celkem kultivovano 296 embryi z 15 transgennich
linii. Rostliny se béhem kultivace dobre vyvijely (Obrazek 12), ojedinéle se také
vyskytly i albikatni rostliny (Obrazek 13). Celkem regenerovalo 296 rostlin
T1 generace. Ztoho 105 rostlin ze 4 transgennich linii nesouci kazetu
sgRNA/CP, 112 rostlin z 5 transgenni linii nesoucich kazetu sgRNA/MP
a 79 rostlin z 6 transgennich linii nesouci kazetu sgRNA/Rep (Tabulka 10).
Prehled regenerovanych rostlin v jednotlivych transgennich liliich je uveden
v Tabulce 11, 12, 13. Dobre vyvinuté rostliny, v rustové fazi 11, byly presazeny
do sadbovacu (Obrazek 14).

Tabulka 10. Regenerované rostliny T1 generace

sgRNA Pocet Transgennich linii  Pocet regenerovanych rostlin
CP 4 105

MP 5 112

Rep 6 79

Celkem 15 296

Tabulka 11. Regenerovaneé rostliny transgennich linii sgRNA/CP

Transgenni linie TO Regenerované rostliny T1

CP27 12
CP28 4
CP50A 63
CP50B 26
celkem 105
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Tabulka 12. Regenerovaneé rostliny transgennich linii sgRNA/MP

Transgenni linie TO Regenerované rostliny T1

MP34 8
MP36 26
MP41 9
MP43 28
MP53 41
celkem 112

Tabulka 13. Regenerovaneé rostliny transgennich linii sSgRNA/Rep

Transgenni linie TO Regenerované rostliny T1

Rep26 19
Rep33 33
Rep38 6
Rep39 6
Rep43A 7
Rep43B 8
celkem 79
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Obr. 12. Nezrala zygoticka embrya z rostliny TO generace MP53 kultivovana na
1/2 MS médiu
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Obr. 13. Regenerované rostliny transgenni linie Rep33 T1 generace vykazujici

albinismus
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Obr. 14. Regenerované rostliny T1 generace pfesazené do sadbovace
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5.1.3 Detekce transgennich rostlin v T1 generaci

U 88 rostlin ze 13 transgennich linii T1 generace byla pomoci PCR ovéfena
pritomnost kazety nesouci U6 promotor a sgRNA. Pro detekci kazety byly
pouzity dva rtzné druhy primert. Primery PROTO CK 1 vykazovali velikost
amplikonu 401 bp (Obrazek 15). Primery PROTO CK 2 vykazovali velikost
amplikonu 605 bp (Obrazek 16). Rostliny T1 generace testované metodou PCR
byly oznaceny Stitkem s vysledkem detekce (Obrazek 17). U jedné rostliny
T1 generace CP50A-3 se projevil zakrsly vzrist (Obrazek 18).

1+ | 2+ | 3+ [ 4+ |5+ | 6 | 7+ | 8+ | 9+ |10+ | A+ [HO C — C+ — LI

Obr. 15. Detekce amplikonu kazety nesouci U6 promotor a sgRNA/Rep o
velikosti 401 bp, v 1% agarézovém gelu. Transgenni rostliny T1 Rep26 1-10,
albikantni rostlina, DNA/RNA free voda, C- netransformovana rostlina, C+

trasngenni rostlina, L2 HypperLader Il Bioline, kat. €. (BIO-33039)
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1000 bp

605 bp
300 bp

1 1 2 3+ |1+ |1+ 2+ 3+ |1+ 2+ 3+ 4 5+ 6+ 7+ |HO C — C+ U

Obr. 16. Detekce amplikonu kazety nesouci U6 promotor a sgRNA/CP o velikosti
605 bp, v 1% agarézovém gelu. Transgenni rostliny T1 CP50A 1 (1), 2 (1-3), 3
(1), 5 (1-3). 6 (1-7), DNA/RNA free voda, C- netransformovana rostlina, C+
trasngenni rostlina, L2 HypperLader Il Bioline, kat. €. (BIO-33039)

Obr. 17. Testovaneé rostliny T1 generace v sadbovaci
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Obr. 18. Transgenni rostliny T1 generace linie CP50A, vlevo rostlina
s normalnim rustem a vyvojem, vpravo rostlina CP50A-3 zakrsla, pomaleji

rostouci
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Z 88 testovanych rostlin T1 generace byla pfitomnost kazety nesouci U6

promotor a sgRNA detekovana u 40 rostlin (45 %), u 48 rostlin kazeta nebyla
detekovana (Tabulka 14).

Tabulka 14. Detekce kazety sgRNA v rostlinach T1 generace

Transgenni Testované

sgRNA lini . PCR+ PCR-
inie rostliny

CP 4 34 20 14

MP 4 28 7 21

Rep 5 26 13 13

Celkem 13 88 40 48

Pritomnost kazety sgRNA/CP byla testovana u 34 rostlin T1 generace

pochazejicich ze 4 transgennich linii. Pfitomnost kazety sgRNA/CP byla

detekovana u 20 rostlin (59 %); 14 rostlin nevykazovalo pfitomnost kazety
(Tabulka 15).

Tabulka 15. Detekce kazety s sgRNA pro gen CP v rostlinach T1 generace

PCR detekce

Tran_sgennl Cislo klasu  PCR testované rostliny PCR+ PCR-
rostlina TO
CpP27 1 1 1 0

2 2 0 2

3 1 0 1

4 6 2 4
CP28 1 4 0 4
CP50A 1 1 1 0

2 3 2 1

3 1 1 0

5 3 3 0

6 7 6 1
CP50B 1 5 4 1
Celkem 4 11 34 20 14
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Pritomnosti kazety sgRNA/MP byla testovana u 28 rostlin rostlin T1 generace
pochazejicich ze 4 transgennich linii. Prfitomnost kazety sgRNA/MP byla
detekovana u 7 rostlin (25 %); 21 rostlin nevykazovalo pfitomnost kazety
(Tabulka 16).

Tabulka 16. Detekce kazety s sgRNA pro gen MP v rostlinach T1 generace

PCR detekce
I)r:trl]i?]%e'lr'](r)] ! Cislo klasu PCR testované rostliny PCR+ PCR-
MP34 1 2 1 1
2 3 0 3
MP41 1 5 0 5
MP43 2 5 0 5
MP53 2 1 0 1
3 4 1 3
4 4 1 3
5 2 2 0
6 2 2 0
Celkem 4 9 28 7 21

Pritomnost kazety sgRNA/Rep byla testovana u26 rostlin T1 generace
pochazejicich z 5 transgennich linii. Pfitomnost kazety sgRNA/Rep byla
pozitivné detekovana ve 13 rostlinach (50 %); ve 13 rostlinach kazeta

detekovana nebyla (Tabulka 17).

Tabulka 17. Detekce kazety s sgRNA pro gen Rep v rostlinach T1 generace

PCR detekce

Tran_sgennl Cislo klasu PCR testované rostliny PCR+ PCR-
rostlina TO
Rep26 1 11 10 1
Rep38 1 5 0 5
Rep39 1 3 2 1

2 3 0 3
Rep43A 1 2 1 1
Rep43B 1 2 0 2
Celkem 5 6 26 13 13
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Na zakladé vysledkU bakalarské prace bylo potvrzeno, ze rostliny TO generace,
tak i rostliny T1 generace obsahuji sgRNA, ktera je komplementarni s useky
genl WDV CP, MP a Rep. Pomoci PCR byl detekovan pfenos vsech tfi typu
expresnich kazet sgRNA/CP, sgRNA/MP, sgRNA/Rep. U sgRNA/CP bylo v T1
generaci detekovano 20 pozitivnich rostlin. U sgRNA/MP bylo v T1 generaci
detekovano 7 pozitivnich rostlin. U sgRNA/Rep bylo v T1 generaci detekovano

13 pozitivnich rostlin.
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5.2 Diskuze

Technologie upravy genomu se v poslednich péti letech staly jednim
u vyssich rostlin. Pomoci technologie CRISPR/Cas9 se u modelovych rostlin
i u hospodarsky vyznamnych plodin testuji moznosti vyvolani rezistence
k virovym a bakterialnim chorobam. U tabaku a husenicku jsou experimentalni
prace prevazné zameéfeny na virové choroby; u plodin, jako je ryze, rajCe,
psenice, citrusy jsou strategie zamérfeny na ziskani odolnosti viéi bakterialnim
a houbovym chorobam (Borrelli et al., 2018).

Prvni dvé studie zabyvajici se vyuzitim CRISPR/Cas9 zprostfedkované
rezistence proti geminivirdm provedli v roce 2015 Ji et al. a Baltes et al.
Vroce 2015 Ji et al. transformoval pomoci A. tumefaciens rostliny tabaku
a huseni¢ku CRISPR/Cas9 systémem cilicim na oblasti kddujici obalovy
a replikaéni protein a na intergenni oblasti viru zluté zakrslosti fazoli. Baltes
et al. vroce 2015 transformoval pomoci A. tumefaciens rostliny tabaku
CRISPR/Cas9 systémem cilicim na replikacni protein a dlouhou intergenni
oblast viru tézké vrcholové kaderavosti fepy.

Do soucCasné doby neni mnoho védeckych praci tykajicich se vyvolani
rezistence vuci WDV u je€mene a psenice pomoci NBT. Pouze v roce 2019 byla
publikovana jedina prace zabyvajici se moznosti vytvoreni rezistence vuci WDV
u jeCme a psSenice pomoci CRISPR/Cas. Kis et al. publikoval v roce 2019
vysledky studie zabyvajici se vytvofenim rezistence proti WDV v rostlinach
jeCmene pomoci systému CRISPR/Cas9. Soucasti prace je lokalizace
potencialnich cilovych mist v genomu WDV priléhajicich k PAM motivu.
Pro vytvoreni rezistence k rozdilnym kmendm WDV byly pouzity konzervativni
oblasti genomu dvou ps$eni¢nych a dvou jeémennych kmenl WDV. Byla zvolena
4 cilova mista, ktera in siliko nevykazovala mimocilovou aktivitu. K ovéreni
aktivity in vivo byl vytvoren senzoricky systém viozenim cilové sekvence sgRNA
obsahujici PAM motiv za start kodon reportérového genu cerveného
fluorescencniho proteinu Discosoma sp. (discosoma red fluorescent protein —
dsRED). Tyto senzorické konstrukty byly naklonovany do binarnich vektort
(PKSE401) obsahujici 35S promotorem fizenou expresni kazetu pro Cas9

a transformovany do A. tumefaciens. Aktivita jednotlivych sgRNA se projevila
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inhibici  exprese  dsRED v odpovidajicim  senzorickém  konstruktu.
In vivo senzoricky systém potvrdil aktivitu vSech Ctyi sgRNA. Nasledné byl
zkonstruovan binarni konstrukt nesouci Ctyfi vybrané sgRNA fizené tremi
rozdilnymi promotory WDVGuide4-Guard a Cas9 nukleazu fizenou kukuficnym
Ubi1 promotorem za vyuziti stejného vektorového systému. Navrzeny systém
CRISPR/Cas9 byl transformovan pomoci A. tumefaciens do jeCmene. Bylo
ziskano 20 rostlin ze 4 transgennich calust WDVGuide4-Guard (1-4).
Pfitomnost kazety nesouci sgRNA byla ovéfena pomoci PCR a sekvenovani.
Transformované rostliny nevykazovaly zadné fenotypové odchylky. V rlstové
fazi 3-4 listt byly transgenni a kontrolni rostliny infikovany WDV prostfednictvim
kfist. Zadna z transgennich rostlin TO generace b&hem rdstu nevykazovala
symptomy napadeni WDV. V rostlinach transgennich linii WDVGuide4-Guard 1,
3, a 4 nebyla detekovana pritomnost WDV. Rostliny transgenni linie
WDVGuide4-Guard 2 vykazovali pfes akumulaci virové DNA a RNA produkt(
efektivni toleranci proti viru. V T1 generaci transgenni linie WDVGuide4-Guard 2
nebyl WDV detekovan v 7 z 10 dcefinych linii. Dcefina linie 2.1 nevykazovala
i pres pfitomnost WDV zadné fenotypové zmeény. Dcefiné linie 2.5 a 2.10
vykazovaly stfedni a tézké symptomy napadeni WDV. Ze Ctyr zvolenych sgRNA
byla pomoci reverzni transkripce PCR (reverse transcription PCR — RT-PCR)
potvrzena exprese sgRNA WDV1, sgRNA WDV2 a sgRNA WDV4. Béhem studie
nebyla v rostlinach detekovana exprese sgRNA WDV3. Sekvenovani genomu
WDV odhalilo zmény pouze v cilovém misté sgRNA WDV2. Rezistence
a tolerance rostlin proto byla zpisobena sgRNA WDV2, ktera méla jako jedina
prokazatelnou aktivitu v cilové sekvenci.

Na rozdil od prace Kis et al., 2019 byly v bakalarské praci do bunék jarniho
jeCmene jiz nesoucich Cas9 nukleazu vlozeny kazety nesouci jediny U6
promotor a tfi rozdilné sgRNA (sgRNA/CP, sgRNA/MP, sgRNA/Rep). Cas9
nukleaza a sgRNA byly do rostlinnych bunék viozeny postupné pro ziskani vyssi
pravdépodobnosti uspéchu transformace. Na rozdil od prace Kis et al., 2019
kazda kazeta nesla pouze jednu sgRNA, coz umozriuje snadné ovéreni ucinnosti
rezistence poskytované danou sgRNA.

Pomoci PCR byly u rostlin jarniho jeémene odridy Golden Promise v TO

a T1 generaci potvrzeny vlozené kazety sgRNA/CP, sgRNA/MP, sgRNA/Rep.
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Byl potvrzen prenos transformovanych uUsekl z TO do T1 generace z vice
transgennich udalosti.

Dalsim krokem bude ovéreni exprese jednotlivych kazet sgRNA/CP,
sgRNA/MP, sgRNA/Rep metodou RT-PCR a provedeni sekvenovani.
Rezistence rostlin vi&i WDV bude ovérena kfiskem polnim prenasejicim WDV.
Testovani rezistence jeCmene proti WDV bude probihat ve skleniku

VURYV, v. v. i. na oddé&leni virologie.
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6 ZAVER

V teoretické C&asti bakalaiské prace byla vypracovana literarni resSerSe
na hospodarsky vyznamny patogen WDV napadajici obiloviny a na systém
CRISPR/Cas. Soucasti teoretické casti je také charakteristika a vyuziti jeCmene,
transformace rostlinnych bunék pomoci A. tumefaciens a pravnim statutem
GMO.

V experimentalni ¢asti bakalarské prace byly v TO a T1 generaci rostlin
jarniho jeémene odridy Golden Promise detekovany tfi expresni kazety
sgRNA/CP, sgRNA/MP, sgRNA/Rep, které nesou sgRNA komplementarni
s Useky gent WDV CP, MP, Rep. Ziskani rostlin T1 generace bylo urychleno
kultivaci zygotickych embryi v in vitro podminkach z obilek pozitivhich TO rostlin.
V T1 generaci byly detekovany transgenni rostliny pro kazdy ze tfi typl sgRNA
z vice transgennich rostlin TO generace. Ze ziskanych dat byla nasledné
vyhodnocena uspésnost prenosu jednotlivych kazet.

Rostliny jarniho jeémene s pozitivni detekci expresni kazety budou
podrobeny dalSimu vyzkumu, budou vyuzity metody molekularni biologie, RT-
PCR, pro detekci exprese sgRNA a sekvenovani. Rezistence rostlin proti WDV
bude ovéfena ve skleniku VURV v. v. i. prostfednictvim kfiska polniho

prenasejiciho WDV.
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